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บทคัดัย่่อ 	 การศึกึษาน้ี้� เป็็นการตรวจสอบองค์์ประกอบทางพฤกษเคมีีและฤทธิ์์�ต้้านการอักัเสบและการพััฒนาครีีมบรรเทา

อาการปวดเข่่าด้้วยนวัตกรรมนาโนอิิมััลชัันจากสารสกัดัใบกัญัชา สายพันธุ์� Charlotte’s Angel ที่่�สกัดัด้้วยตัวัทำำ�-

ละลายเอทานอล 95% จากการตรวจสอบองค์์ประกอบทางพฤกษเคมีี พบว่่า สารสกััดใบกััญชามีีสารสำำ�คััญ 

ในกลุ่่�มแอลคาลอยด์ ์ซาโปนิิน แทนนิิน เทอร์์พีีนอยด์ ์และคาร์์ดิิแอคไกลโคไซด์ ์มีีปริิมาณสารประกอบพอลีีฟีีน อลิิก 

72.70±0.03 µg GAE/mg extracts และเมื่่�อวิิเคราะห์์สาร Tetrahydrocannabinol (THC) และ Cannabidiol (CBD) 

โดยเทคนิิค high-performance liquid chromatography (HPLC) พบสารสำำ�คััญ CBD เท่า่กับั 208.2±0.47 µg/ml 

และ THC เท่่ากัับ 5.91±0.05 µg/ml ในส่วนการศึึกษาความเป็็นพิิษของสารสกััดใบกััญชาต่่อเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง 

เคราติิโนไซต์ข์องมนุุษย์์ (HaCaT) เซลล์์แมคโครฟาจของหนู (RAW 264.7) ด้้วยวิิธีี MTT (3-(4,5-dimethyl- 

thiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) assay (MTT assay) พบว่่า ความเข้้มข้น 1.56-100 µg/ml 

มีีร้อยละการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ อยู่่�ที่่� 106.17-13.12 และ 96.15-10.58 ตามลำำ�ดับั ซึ่่�งความเข้้มข้นตั้้�งแต่่ 50 

µg/ml ขึ้้�นไป จะมีีความเป็็นพิิษของสารสกัดัใบกัญัชาต่่อเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง และในการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านการอักัเสบด้้วย

วิิธีียับยั้้�งการหลั่่�งไนตริิกออกไซด์ ์ในเซลล์์ RAW 264.7 ที่่�ถููกกระตุ้้�นด้วย lipopolysaccharide (LPS) พบว่่า ความ-

เข้้มข้น 1.56-25 µg/ml มีีการยัับยั้้�งการหลั่่�งไนตริิกออกไซด์ ์ ร้้อยละ 84.61-97.85 และในการพััฒนาผลิิตภััณฑ์์

ครีีมบรรเทาอาการปวดเข่่าด้้วยนวัตกรรมนาโนอิิมัลัชัันจากสารสกัดัใบกัญัชา การเปลี่่�ยนแปลงของอุุณหภูมูิิในสภาวะเร่่ง 

ไม่่มีีผลต่่อความคงตััวของอิิมััลชััน ไม่่พบการเจริิญของจุุลิินทรีีย์์และเชื้้� อรา เมื่่�อนำำ�ไปทดสอบวััดขนาดและการวััด

ประจุุ zeta potential ด้้วยเทคนิิค dynamic light scattering (DLS) พบว่่า สูตูรที่่�ดีีที่่�สุุด มีีค่า hydrodynamic diam-

eters เท่่ากับั 234.52±4.65 nm ค่่า polydispersity index (PDI) เท่า่กับั 0.44±0.02 ค่่า zeta potential เท่า่กับั 

-29.60±0.59 mV ซึ่่�งแสดงความเสถีียรของสารแขวนลอยที่่�ดีี
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บทนำำ�
ปััจจุุบัันประชากรกำำ�ลังมีีการเปลี่่� ยนแปลงเข้้าสู่่� 

“สังัคมผู้้�สูงูอายุุ” จึึงทำำ�ให้้ประสบกับัปััญหาโรคข้อเข่่า-

เสื่่�อม โรคน้ี้�ในผู้้�สูงูอายุุเกิิดจากการเสื่่�อมสภาพของกระดููก

อ่่อนบริิเวณผิิวข้้อ ซึ่่�งเปลี่่�ยนแปลงไปตามกระบวนการของ

ช่่วงวััย อีีกทั้้�งยัังมีีปัจจััยเอื้้�อที่่�เกี่่�ยวข้้องและส่่งเสริิมให้้เกิิด

โรคข้อเข่่าเสื่่�อม ได้้แก่่ อายุุ เพศ อาชีีพ น้ำำ��หนัก ฮอร์์โมน 

ความหนาแน่่นของเนื้้� อกระดููก(1) ซึ่่�งโรคข้อเข่่าเสื่่�อมใน 

ผู้้�สูงูอายุุนั้้�น จะเป็็นการปวดแบบเรื้้� อรััง จะปวดมากขึ้้�น

เม่ื่�อเคลื่�อนไหว หรืือยืืนทำำ�กิิจกรรมนานๆ หรืือขณะวิ่่�ง 

และปวดขณะนอนหลับ ลัักษณะการปวดแบบตื้้�อๆ ปวด

ในข้อเข่่าทั่่�วๆไป อาการปวดจะค่่อยเป็็นค่อยไป รวมทั้้�งมีี

อาการข้้อฝืืด มีีเสีียงดัังในข้อเมื่่�อเคลื่�อนไหว(2) ซึ่่�งการ

รัักษาโรคข้อเข่่าเสื่่�อมนั้้�นเป็็นการรัักษาแบบประคัับประคอง 

เน่ื่� องจากยัังไม่่พบวิิธีีการรัักษาใดที่่�สามารถยัับยั้้� ง

กระบวนการเสื่่�อมของข้้อเข่่าที่่�เกิิดขึ้้�นได้้ และจุุดมุ่่�งหมาย

ในการรัักษา คืือ การลดอาการปวด จึึงทำำ�ให้้การ

เคลื่�อนไหวของข้้อนั้้�นเป็็นไปได้้ตามปกติิ ป้้องกันัหรืือการ

แก้้ไขการผิิดรููปของข้้อ และทำำ�ให้้ผู้้�ป่วยปฏิิบััติิกิิจวััตร

ประจำำ�วันได้้ตามปกติิ วิิธีีการรัักษาโรคข้อเข่่าเสื่่�อมที่่�นิิยม

ในปัจจุุบันัมีี ได้้แก่่ การรัักษาที่่�ไม่่ใช้้ยา การรัักษาโดยวิิธีี

การใช้้ยา นวัตกรรมของการรัักษาโรคข้อเข่่าเสื่่�อม และ

การรัักษาโดยการผ่่าตัดั(2) จากข้้อจำำ�กัดัในการผ่่าตัดั หรืือ

การใช้้ยาสเตีียรอยด์ ์ผู้้�ป่วยหันมารัักษาและบรรเทาอาการ

ปวดด้้วยยาสุุมนไพรมากขึ้้�น ซึ่่�งกัญัชา (Cannabis sativa 

L.) เป็็นที่่�นิิยมในการใช้้บรรเทาอาการต่่างๆ เน่ื่�องจากมีี

สารแคนนาบิินอยด์์ เดลต้้า-ไนน์-เตตร้้าไฮโดรแคน- 

นาบิินอล และแคนนาบิิไดออล ช่่วยลดอาการปวดเรื้้� อรััง 

โรคข้ออัักเสบรููมาตอยด์์ และลดการหดเกร็ง็ของกล้้าม

เนื้้�อ(3) จากความเป็็นมาและความสำำ�คัญัของปััญหาที่่�กล่่าว

มาข้้างต้้น พบว่่าปััจจุุบัันยังมีีการพััฒนาผลิิตภััณฑ์์ครีีม

บรรเทาอาการปวดเข่่าจากสารสกััดกััญชาด้้วยเทคนิิค 

ขั้้�นสูงูในประเทศไทยยังมีีน้อย ผู้้�วิิจัยจึงสนใจที่่�จะนำำ�สาร-

สกัดักัญัชาจากส่่วนของใบ ที่่�มีีประโยชน์ในการบรรเทา

ปวดและมีีสรรพคุุณด้้านการรัักษาด้้วยศาสตร์์การแพทย์์-

แผนไทย ซึ่่�งจากรายงานพบว่่าสารสกัดักัญัชาประกอบไป

ด้้วยส่วนผสมของ Tetrahydrocannabinol (THC) และ 

 Cannabidiol (CBD) สามารถช่่วยลดอาการปวดข้้อได้้ จึึง

ได้้ศึกึษาองค์์ประกอบทางพฤกษเคมีี ปริิมาณพอลีีฟีีน อลิิก 

ฤทธิ์์�ต้้านการอักัเสบด้้วยวิิธีียับยั้้�งการหลั่่�งไนตริิกออกไซด์ 

การทดสอบความเป็็นพิิษของสารสกััดจากใบกััญชาต่่อ

เซลล์์เพาะเล้ี้�ยง และการวิิเคราะห์์สาร THC และ CBD 

โดยเทคนิิค high-performance liquid chromatography 

(HPLC) ในสารสกััดใบกััญชา เพ่ื่�อนำำ�ผลการศึึกษามา

พััฒนาผลิิตภััณฑ์์ครีีมบรรเทาอาการปวดเข่่าด้้วย

นวัตกรรมนาโนอิิมััลชััน สำำ�หรับกลุ่่�มผู้้�สู ูงอายุุ อีีกทั้้�ง

เป็็นการส่่งเสริิมคุุณภาพชีีวิิตของประชากรที่่�กำำ�ลังมีีการ

เปลี่่�ยนแปลงเข้้าสู่่�สังัคมผู้้�สูงูอายุุในอนาคต

วิิธีการศึึกษา
การวิิจัยและพััฒนา (The Research and Develop-

ment: R&D) ใบกัญัชา ได้้รัับความอนุุเคราะห์์จากบริิษัท 

เพลาเพลิิน จำำ�กััด โดยวิิธีีการดำำ�เนิินงานวิิจัย มีีลำำ�ดัับ 

ขั้้�นตอนดังัน้ี้�

1. การเตรีียมสารสกัดัใบกัญัชา

นำำ�ใบกัญัชาล้้างทำำ�ความสะอาด หั่่�นเป็็นชิ้้�นเล็ก็ๆ จาก

นั้้�นอบที่่�อุุณหภูมูิิ 50 องศาเซลเซีียส ( ํํC) นำำ�ไปบดหยาบ 

500 g มาแช่่ด้้วยเอทานอล 500 ml โดยแช่่ทิ้้�งไว้้ 24 

ชั่่�วโมง จากนั้้�นเก็บ็ส่่วนใส (ทำำ� 3 ซ้ำำ��) ที่่�ได้้รวมกันั นำำ�ส่วนใส

ไปกรองด้้วยกระดาษกรองอีีกครั้้� ง นำำ�ไประเหยตัว- 

ทำำ�ละลายออกด้้วยเครื่�องกลั่่�นแบบลดความดััน (rotary 

evaporator) ที่่�อุุณภูมูิิ 40 ํํC นำำ�สารสกัดัที่่�ได้้ไปทำำ�ให้้แห้้ง

ด้้วยเครื่�องระเหิิดแห้้งแบบเยืือกแข็ง็ (freeze-dryer) จาก

นั้้�นชั่่�งน้ำำ��หนักสารที่่�สกัดัได้้และเก็บ็ที่่�อุุณหภูมูิิ 4 ํํC

2. การทดสอบองค์์ประกอบทางพฤกษเคมีี (phyto-

chemicals)

2.1 วิิธีีตรวจสอบสารกลุ่่�มแอลคาลอยด์ ์ (alkaloids)(4) 

โดยเตรีียมสารสกัดัใบกัญัชา ความเข้้มข้น 1,000 µg/ml 

ปริิมาตร 1 ml ระเหยให้้แห้้ง นำำ�สารสกัดัที่่�ได้้ละลายด้วย 

5% กรดซััลฟิิ วริิก 5 ml กรองเอาสารละลายมาแบ่่งเป็็น 
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3 ส่่วนใส่่ในหลอดทดลอง หลอดทดลองที่่� 1 เติิม Wagner’s 

reagent หลอดทดลองที่่� 2 เติิม Mayer’s reagent  

หลอดทดลองที่่� 3 เติิม Dragendroff’s reagent การแปลผล 

ผลบวก Wagner’s reagent คืือ เกิิดตะกอนสีีน้ำำ��ตาลของ

สารประกอบแฮโลเจน Mayer’s reagent คืือ เกิิดตะกอน

สีีขาวหรืือสีีครีีม และ Dragendroff’s reagent คืือ  

เกิิดตะกอนสีีส้มหรืือ สีีแดงหรืือสีีน้ำำ��ตาล ถ้้าให้้ผลบวก

แสดงว่่าสารสกัดัมีีสารกลุ่่�มแอลคาลอยด์์

2.2 วิิธีีตรวจสอบสารกลุ่่�มซาโปนิิน (Saponins)(4) 

ด้้วยวิิธีี Liebermann-Burchard’s method: เตรีียมสาร

สกัดัใบกัญัชา ความเข้้มข้น 1,000 µg/ml ปริิมาตร 5 ml 

ระเหยให้้แห้้ง แล้้วหยดด้้วยน้ำำ��ยา acetic anhydride 3 

หยด และหยดกรดซััลฟิิ วริิกเข้้มข้น 1 หยด ผลบวกจะให้้

สีีน้ำำ��เงิิน-เขีียว

การตรวจสอบการเกิิดฟอง: เติิมน้ำำ��ร้อน ปริิมาตร 5 

ml ลงในสารสกัดั หลังจากนั้้�นเขย่าหลอดทดลองขึ้้�นลง 

ประมาณ 10 วิินาทีี สัังเกตลัักษณะของฟองที่่�เกิิดขึ้้� น  

วััดความสูงูของฟอง หลังจากนั้้�นหยด ร้้อยละ 5 ของกรด-

ไฮโดรคลอริิก 1 หยด สังัเกตฟอง ถ้้าฟองยัังอยู่่�แสดงว่่า

มีีสารกลุ่่�มซาโปนิิน ฟองจะมีีลักษณะคล้ายรังผึ้้� ง

การแปลผล ผลบวกกัับการตรวจสอบการเกิิดฟอง 

และให้้สีีน้ำำ��เงิิน-เขีียว ด้้วยวิิธีี Liebermann-Burchard’s 

แสดงสารสกัดัมีสีาร steroidal saponins และถ้้าให้้ผลบวก

กับัการตรวจสอบการเกิิดฟอง และให้้สีีแดง สีีชมพู หรืือ

มีีม่วงแดง ด้้วยวิิธีี Liebermann-Burchard’s method 

แสดงสารสกัดัมีีสาร triterpnoidal saponins

2.3 วิิธีีตรวจสอบสารกลุ่่�มแทนนิิน (tannins) (4) โดย

เตรีียมสารสกััดใบกััญชา ความเข้้มข้น 1,000 µg/ml 

ปริิมาตร 5 ml

ส่่วนที่่� 1 นำำ�สารสกัดัใบกัญัชา ความเข้้มข้น 1,000 

µg/ml ปริิมาตร 1 ml ระเหยให้้แห้้งเติิมสารละลาย 10% 

โซเดีียมคลอไรด์์ 2-3 หยด กรองสารละลายเอาส่่วน

ตะกอนทิ้้�ง สารละลายที่่�ได้้แบ่่งเป็็น 3 หลอด ประกอบ

ด้้วย

หลอดที่่� 1 เติิมน้ำำ��ยา gelatin 1% 5 หยด

หลอดที่่� 2 เติิมน้ำำ��ยา gelatin salt 5 หยด

หลอดที่่� 3 หลอดควบคุุม

ผลบวกจะได้้ตะกอนในหลอดที่่� 1 และ 2

ส่่วนที่่� 2 นำำ�สารสกัดั ความเข้้มข้น 1,000 µg/ml 

ปริิมาตร 4 ml แบ่่งเป็็น

หลอดที่่� 1 หลอดควบคุุม

หลอดที่่� 2 เติิมน้ำำ��ยา ferric chloride 1% 5 หยด ผล

บวก จะได้้สีีน้ำำ��เงิิน หรืือ สีีเขีียว

หลอดที่่� 3 เติิมน้ำำ��ยา bromine water 5 หยด ผลบวก 

จะได้้ตะกอนสีีเบาส้้ม

หลอดที่่� 4 เติิมน้ำำ��ยา lime water 5 หยด ผลบวก จะ

ได้้ตะกอนสีีเทาเหลืือบๆ

การแปลผล

1) ให้้ผลลบกับัน้ำำ��ยา gelatin และ gelatin salt ไม่่ให้้

สีีกับั 1% ferric chloride แสดงว่่าสารสกัดัไม่่มีสีารกลุ่่�ม

แทนนิิน

2) ให้้ผลบวกกับัน้ำำ��ยา gelatin และ gelatin salt ให้้

สีีเขีียวกับัน้ำำ��ยา ferric chloride ให้้ผลบวกกับัน้ำำ��ยา bro-

mine water และให้้ผลลบกับัน้ำำ��ยา lime water แสดงว่่า

สารสกัดัมีีสารกลุ่่�มแทนนิินชนิิด condensed tannins

3) ให้้ผลบวกกับัน้ำำ��ยา gelatin และ gelatin salt ให้้

น้ำำ��เงิินเขีียวหรืือน้ำำ��เงิินดำำ�กับัน้ำำ��ยา ferric chloride ให้้ผล

บวกกับัน้ำำ��ยา lime water และให้้ผลลบกับัน้ำำ��ยา bromine 

water แสดงว่่าสารสกัดัมีีสารกลุ่่�มแทนนิินชนิิด hydro-

lysabie tannins

2.4 วิิธีีตรวจสอบสารกลุ่่�มฟลาโวนอยด์ ์(flavonoids) (4) 

ด้้วยวิิธีี Shinoda’s method โดยเตรีียมสารสกัดัใบกัญัชา 

ความเข้้มข้น 1,000 µg/ml ปริิมาตร 3 ml หยดกรด- 

ไฮโดรคลอริิกเข้้มข้น 1 ml แล้้วเติิม magnesium ribbon 

แผ่่นเล็ก็ๆประมาณ 5-8 แผ่่น เมื่่�อสิ้้�นสุุดปฏิิกิิริิยา จะให้้

ผลบวกสีีส้ม-แดง

2.5 วิิธีีการตรวจสอบเทอร์์พีีนอยด์ ์(Terpenoids) (4) 

ใช้้การทดสอบซาลโควสกีี (Salkowski test) เตรีียมสาร

สกััดใบกััญชา ความเข้้มข้น 1,000 µg/ml สกััดด้้วย

ปิิ โตรเลีียมอีีเทอร์์ครั้้�งละ 3-5 ml จำำ�นวน 2-3 ครั้้�ง แล้้ว



การตรวจสอบองค์ป์ระกอบทางพฤกษเคมีีและฤทธ์ิ์� ต้า้นการอักัเสบในการพัฒันาครีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

วารสารวิชิาการสาธารณสุขุ 2568 ปีีท่ี่� 34 ฉบับัท่ี่� 5 909

เติิมคลอโรฟอร์์ม 2 ml เขย่าค่่อยๆ เติิมกรดซััลฟิิ วริิก-

เข้้มข้น (conc.H
2
SO

4
) หากเกิิดสีีน้ำำ��ตาลแดงระหว่าง 

รอยต่อของสารละลายแสดงว่่าพบเทอร์์พีีนอยด์์

2.6 วิิธีีตรวจสอบสารกลุ่่�มคาร์์ดิิแอคกลััยโคไซด์ ์

(Cardiac Glucosides) (4) โดยเตรีียมสารสกัดัใบกัญัชา 

ความเข้้มข้น 1,000 µg/ml ปริิมาตร 5 ml เติิมสารละลาย 

10% lead acetate ปริิมาตร 10 ml ระเหยด้วยความร้อน 

ประมาณ 15 นาทีี กรองเอาสารละลาย สกััดต่่อด้้วย 

ไดคลอโรมีีเทนปริิมาตร 10 ml หลังจากนั้้�นเติิมสารดููด

ความชื้้�นโชเดีียมซัลเฟต ชนิิดแห้้ง นำำ�สารสกัดัไดคลอโร-

มีีเทนไปตรวจสอบ

ทดสอบส่่วนสเตีียรอยด์ด้้วยการทดสอบ Liebermann  

โดยนำำ�สารสกัดัไดคลอโรมีีเทน ปริิมาตร 5 ml ระเหยให้้

แห้้ง แล้้วหยดด้้วยน้ำำ��ยา acetic anhydride 3 หยด และ

หยดกรดซััลฟิิ วริิกเข้้มข้น 1 หยด ผลบวกจะให้้สีีน้ำำ��เงิิน-

เขีียว

ทดสอบส่่วนวงแหวนแล็ก็โทนไม่่อิ่่�มตัวั ด้้วย Kedde 

reagent สารสกัดัมา 5 ml ใส่่ในถ้วยกระเบื้้�อง แล้้วนำำ�ไป

ระเหยจนแห้้งบน water bath เติิม Kedde’s reagent  

(3,5 dinitrobenzoic acid 2 g ละลายในเอทานอล)  

2-3 หยด สังัเกตการเปลี่่�ยนแปลงของสีีที่่�เกิิดขึ้้�น ผลบวก

จะให้้วงแหวนสีีม่วง

ทดสอบส่่วนน้ำำ��ตาลดีีออกซีีด้วยการทดสอบ Keller- 

Kiliani นำำ�สารสกัดัมา 1 ml เติิม glacial acetic acid 1 

ml ค่่อยๆ หยด conc. H
2
SO

4
 (กรดซััลฟิิ วริิก) ให้้ไหลลง

ข้้างหลอด เติิม FeCl
3 
2-3 หยด สังัเกตการเปลี่่�ยนแปลง

จะปรากฏวงแหวนสีีน้ำำ��ตาลตรงรอยต่อระหว่างสารสกัดั

กับักรดซััลฟิิ วริิก

3. การทดสอบหาปริิมาณสารประกอบพอลีีฟีีน อลิิก(5)

3.1 ผสมสารละลายสารสกัดัใบกัญัชา ที่่�ละลายด้วย

น้ำำ�� (ความเข้้มข้น 1000 µg/ml) ปริิมาตร 20 µl กับั 1 M 

Folin-Ciocalteu reagent ปริิมาตร 100 µl และ 710 

mM โซเดีียมคาร์์บอเนต ปริิมาตร 80 µl ลงใน 96-well 

plate

3.2 บ่่มไว้้ที่่�อุุณหภูมูิิห้องในที่่�มืืดเป็็นเวลา 60 นาทีี 

และนำำ�ไปวัดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่� 765 nm ด้้วยเครื่�อง

อ่่านปฏิิกิิริิยาบนไมโครเพลท

3.3 คำำ�นวณหาปริิมาณพอลีีฟีีน อลิิกจากกราฟ

มาตรฐานของกรดแกลลิิก (µgGAE/mg Extracts)

4. การศึกึษาผลของสารสกัดัใบกัญัชาต่่อเซลล์์เพาะ-

เล้ี้� ยง ศึึกษาความเป็็นพิิษของสารสกััดจากใบกััญชาต่่อ

เซลล์์เพาะเล้ี้�ยงเคราติิโนไซต์ข์องมนุุษย์์ (HaCaT) เซลล์์

แมคโครฟาจของหนู (RAW 264.7) ด้้วยวิิธีี MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide) assay: MTT assay) และการ

ทดสอบฤทธิ์์� ต้้านการอัักเสบด้้วยวิิธีียับยั้้� งการหลั่่� ง 

ไนตริิกออกไซด์ ์ในเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง RAW 264.7

4.1 ศึกึษาความเป็็นพิิษของสารสกัดัจากใบกัญัชาต่่อ

เซลล์์เพาะเล้ี้�ยง HaCaT ด้้วยวิิธีี MTT assay(6)

1) เพาะเล้ี้�ยงเซลล์์ HaCaT ในอาหารเล้ี้�ยงเซลล์์ชนิิด 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) มีีส่วน

ประกอบของ 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 

100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin และ 

25 µg/ml amphotericin B จากนั้้�นนำำ�ไปเล้ี้�ยงใน CO
2
 

incubator ที่่�มีีปริิมาณ CO
2
 อยู่่� 5% อุุณหภูมูิิ 37˚C และ

ทำำ�การ sub-cultured ทุุกๆ 3-4 วััน

2) นำำ�เซลล์์มาเล้ี้�ยงในจานเพาะเล้ี้�ยงเซลล์์ 96 หลุุม 

(96 well plates) ที่่�มีีอาหารเล้ี้�ยงเซลล์์ชนิิด DMEM เป็็น

เวลา 24 ชั่่�วโมง โดยให้้มีีปริิมาณเซลล์์เท่า่กับั 1×104 เซลล์์

ต่่อ 1 well จากนั้้�น incubate เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง ใน CO
2
 

incubator ที่่�มีีปริิมาณ CO
2
 อยู่่� 5% อุุณหภูมูิิ 37˚C

3) หลังจากครบ 24 ชั่่�วโมง เปลี่่�ยนอาหารเล้ี้�ยงเซลล์์

ชนิิดเดิิมออก และเปลี่่�ยนเป็็นอาหารเล้ี้�ยงเซลล์์ที่่�สารสกัดั

ละลายอยู่่�ในความเข้้มข้น 62.5, 125, 250, 500 และ 

1,000 µg/ml ในอาหารเล้ี้�ยงเซลล์์ชนิิด DMEM มีีส่วน

ประกอบของ 10% (v/v) FBS, 100 U/ml penicillin, 

100 µg/ml streptomycin และ 25 µg/ml amphotericin 

B จากนั้้�นนำำ�ไปเล้ี้�ยงใน 5% CO
2
 incubator ที่่�มีีอุุณหภูมูิิ 

37˚C เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง

4) ดููดอาหารเล้ี้�ยงเซลล์์ออกจากจานเพาะเล้ี้�ยงเซลล์์ 
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96 หลุุม (96 well plates) เปลี่่�ยนเป็็นอาหารเล้ี้�ยงเซลล์์

ที่่� มีี ส า ร  MTT  (3- (4 , 5- d i am e t h y l t h i -

azol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) ละลาย

อยู่่�ในความเข้้มข้น 0.5 mg/ml จากนั้้�นนำำ�ไปเล้ี้�ยงใน CO
2
 

incubator ที่่�มีีปริิมาณ CO
2 
อยู่่� 5% อุุณหภูมูิิ 37˚C เป็็น

เวลา 30 นาทีี

5) เปลี่่�ยนถ่ายอาหารเล้ี้� ยงเซลล์์ออกจากจานเพาะ

เล้ี้�ยงเซลล์์ 96 หลุุม (96 well plates) จากนั้้�นเติิม 100% 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริิมาณ 150 µl/well 

เพ่ื่�อละลายผลึึก formazan salt ผสมสารละลายให้้เข้้ากันั

เป็็นเนื้้� อเดีียวแล้้วจึึงนำำ�สารละลายไปวัดค่่าการดููดกลืืน

แสงที่่�ความยาวคลื่�น 570 nm โดยใช้้เครื่�องอ่่านปฏิิกิิริิยา

บนไมโครเพลท คำำ�นวณหาร้้อยละการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ 

(% Cell vibility) จากสูตูร

ร้้อยละการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ (%Cell vibility) = 

(A
sample

 / A
control

) x 100

เมื่่�อ	A
control

	คืื อ ค่่าการดููดกลืืนแสงของกลุ่่�มควบคุุม

(กลุ่่�มที่่�ไม่่ได้้รัับสารสกัดั)

A
sample

	คืื อ ค่่าการดููดกลืืนแสงของกลุ่่�มตัวอย่่าง

4.2 ศึกึษาความเป็็นพิิษของสารสกัดัจากใบกัญัชาต่่อ

เซลล์์เพาะเล้ี้�ยง RAW 264.7 ด้้วยวิิธีี MTT assay(7)

1) เพาะเล้ี้�ยงเซลล์์ RAW 264.7 จำำ�นวน 1 × 105 

cells/well ใน 96-well plate โดยอาหารที่่�ใช้้เล้ี้�ยงเซลล์์ 

ประกอบด้้วย Roswell Park Memorial Institute medium 

(RPMI) 1640 90% ร่่วมกับั FBS 10% Antibiotic 1% 

(steptomycin, penicillin, amphotericin B) บ่่มในตู้้� CO
2
 

incubator ที่่�มีี CO
2
 5 เปอร์์เซ็น็ต์ ์อุุณหภูมูิิ 37˚C เป็็น

เวลา 24 ชั่่�วโมง

2) หลังจากนั้้�นดูดสารละลายเก่่าออก เติิมสาร lipo-

polysaccharide (LPS) ให้้ได้้ความเข้้มข้นสุุดท้้าย 100 

ng/ml 50 µl ใน 96-well plate

3) เติิมสารสกัดัใบกัญัชาที่่�ความเข้้มข้น 62.5-1,000 

µg/ml 100 µl ส่่วนกลุ่่�มควบคุุมได้้รัับเฉพาะสาร DMSO 

(0.5% v/v) (penicillin เป็็นกลุ่่�มควบคุุมเชิิงบวก) ใน 

96-well plate บ่่มในตู้้�  CO
2
 incubator ที่่�มีี CO

2
 5% 

อุุณหภูมูิิ 37˚C เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง (เก็บ็ supernatant 

เพ่ื่�อวิิเคราะห์์การยัับยั้้�งการสร้้าง nitric oxide)*

4) หลังจากนั้้�นเติิม MTT 0.5 mg/ml 10 µl ใน 

96-well plate เคาะ plate เบาๆ แล้้วนำำ�ไปบ่มในตู้้� CO
2
 

incubator ที่่�มี ีCO
2
 5% อุุณหภูมูิิ 37˚C เป็็นเวลา 30 นาทีี

จากนั้้�น ดููด supernatant ออกทุุกหลุุม ทำำ�ให้้เซลล์์แตก

และละลายสีีภายในเซลล์์ด้้วย DMSO ปริิมาตร 100 µl 

วััดค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่�น 570 nm โดยใช้้ 

penicillin เป็็นกลุ่่�มควบคุุมเชิิงบวก และคำำ�นวณหา 

อัตัราการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ (%Cell viability) จากสูตูร

ร้้อยละการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ (%Cell viability) = 

(A
sample

/A
control

) x 100

เมื่่�อ	A
control

	คืื อ ค่่าการดููดกลืืนแสงของกลุ่่�มควบคุุม 

(กลุ่่�มที่่�ไม่่ได้้รัับสารสกัดั)

A
sample

	คืื อ ค่่าการดููดกลืืนแสงของกลุ่่�มตัวอย่่าง

*โดยความเข้้มข้นของสารสกัดัที่่�จะนำำ�ไปพัฒนาครีีม 

ต้้องมีีค่า %Cell viability มากกว่่า 70%

4.3 การทดสอบฤทธิ์์�ต้้านการอักัเสบด้้วยวิิธีียับยั้้�งการ

หลั่่�งไนตริิกออกไซด์ ์ในเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง RAW 264.7(7)

นำำ� supernatant ที่่�ถููกเก็บ็ไว้้ในข้อ 3) จากเซลล์์เพาะ

เล้ี้�ยงคงเดิิม RAW 264.7 ที่่�ความเข้้มข้น 62.5-1,000 

µg/ml มาทดสอบฤทธิ์์�ต้้านการอักัเสบ (Anti-inflam-

matory activity) ด้้วยวิิธีียับยั้้�งการหลั่่�ง Nitric oxide โดย

วััดปริิมาณของไนตริิกออกไซด์์ ที่่�เกิิดขึ้้�นในอาหารเล้ี้� ยง

เซลล์์ นำำ� supernatant ดังักล่่าว ปริิมาตร 100 µl ลง 96-

well plate เติิม Griess reagent 100 µl ผสมให้้เข้้ากันั

และบ่่มที่่�อุุณหภูมูิิห้องนาน 10 นาทีี จากนั้้�นนำำ�ไปวัดค่่า

การดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่�น 540 nm คำำ�นวณร้้อยละ

การยัับยั้้� งการผลิิตไนตริิกออกไซด์์ของสารสกััดโดย

เปรีียบเทีียบกับัการผลิิตไนตริิกออกไซด์ใ์นเซลล์์ที่่�สัมัผัสั

กับั LPS เพีียงอย่่างเดีียว จากสูตูร

ร้้อยละการยัับยั้้�งการสร้้าง nitric oxide = [(NO
control

 

- NO
sample

 )/ NO
LPS

 x 100]

เมื่่�อ	NO
control

	คืือ ค่่าการดููดกลืืนแสงของกลุ่่�มควบคุุม 

(กลุ่่�มที่่�ไม่่ได้้รัับสารสกัดั)



การตรวจสอบองค์ป์ระกอบทางพฤกษเคมีีและฤทธ์ิ์� ต้า้นการอักัเสบในการพัฒันาครีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

วารสารวิชิาการสาธารณสุขุ 2568 ปีีท่ี่� 34 ฉบับัท่ี่� 5 911

NO
LPS		

คืือ ค่่าการดููดกลืืนแสงของกลุ่่�ม

ควบคุุม (กลุ่่�มที่่�รัับเฉพาะLPS เพีียงอย่่างเดีียว)

NO
sample

	คืื อ ค่่าการดููดกลืืนแสงของกลุ่่�มตัวอย่่าง

*โดยความเข้้มข้นของสารสกัดัที่่�จะนำำ�ไปพัฒนาครีีม 

ต้้องมีีค่าการยัับยั้้�งการหลั่่�ง nitric oxide ดีีที่่�สุุด

5. การวิิเคราะห์์สาร THC และ CBD โดยเทคนิิค 

high performance liquid chromatography (HPLC)(8) 

การวิิเคราะห์์สาร THC และ CBD โดยเทคนิิค HPLC 

สภาวะในการวิิเคราะห์์หาปริิมาณสารสำำ�คัญั ประกอบด้้วย 

column: Kinetex® 2.6 µm C18 100 Å, column 30 x 

4.6 mm; column oven = 40˚C ตัวัอย่่างละลายในตัวัทำำ�

ละลายเมทานอล ที่่�ความเข้้มข้น 1.00 mg/ml mobile 

phase: acetonitrile: 20 mM ammonium formate 

(25:75) flow rate เท่่ากัับ 0.8 ml/min injection  

volume เท่า่กับั 5 µl Wavelength เท่า่กับั 220 nm

6. การพััฒนาครีีมบรรเทาอาการปวดเข่่าด้้วย

นวัตกรรมนาโนอิิมััลชัันจากสารสกัดัใบกัญัชา

การพััฒนาผลิิตภัณัฑ์ค์รีีมบรรเทาอาการปวดเข่่าด้้วย

นวัตกรรมนาโนอิิมััลชัันจากสารสกัดัใบกัญัชาในรููปแบบ

ผลิิตภััณฑ์ค์รีีม ที่่�มีีลักษณะกึ่่�งแข็ง็กึ่่�งเหลว ประกอบด้้วย

สารแขวนตะกอนที่่�เป็็นอนุุภาคเล็ก็ ปริิมาณรวม 100 ml 

ประกอบด้้วย (1) Cannabis sativa L. extract, (2) 

Oleic acid, (3) Tween 80, (4) vitamin E, (5) mild 

preservative EcoTM (Ethyllexylglycerin) และ (6) 

purified water

โดยการเตรีียมผลิิตภััณฑ์ค์รีีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

ด้้วยนวัตกรรมนาโนอิิมัลชััน โดยใช้้วิิธีี spontaneous 

emulsification ดังัน้ี้�

สููตรที่่� 1

1. ชั่่�งองค์์ประกอบหมายเลข 1, 2, 3 และ 5 ลงใน

บีีกเกอร์์ ขนาด 200 ml ผสมโดยใช้้ magnetic stirrer ที่่�

ความเร็ว็ 500 rpm เป็็นเวลา 30 นาทีี (จััดเป็็น oil phase)

2. ชั่่�งองค์์ประกอบหมายเลข 6 ในบีีกเกอร์์ ขนาด 

200 ml (จััดเป็็น aqueous phase)

3. เท oil phase ลงใน burette

4. หมุุน burette ไปที่่�ขีีดที่่�ทํําเครื่�องหมายไว้้ เพ่ื่�อผสม 

oil phase ลงใน aqueous phase อย่่างช้้าๆ (อัตัราเร็ว็ 0.5 

g/min) บน magnetic stirrer ด้้วยอัตัราเร็ว็ 750 rpm 

เป็็นเวลา 20 นาทีี

5. ปั่่�นผสมต่ออีีก 5 นาทีี จากนั้้�นนํําครีีมนาโนอิิมัลชััน 

ที่่�ได้้ใส่่ในบรรจุุภััณฑ์์

สููตรที่่� 2

1. ชั่่�งองค์์ประกอบหมายเลข 1, 2, 3, 4 และ 5 ลง

ในบีีกเกอร์์ ขนาด 200 ml ผสมโดยใช้้ magnetic stirrer 

ที่่�ความเร็ว็ 500 rpm เป็็นเวลา 30 นาทีี (จััดเป็็น oil 

phase)

2. ชั่่�งองค์์ประกอบหมายเลข 6 ในบีีกเกอร์์ ขนาด 

200 ml (จััดเป็็น aqueous phase)

3. เท oil phase ลงใน aqueous phase บน magnetic 

stirrer ด้้วยอัตัราเร็ว็ 750 rpm เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง

4. นํําครีีมนาโนอิิมัลัชััน ที่่�ได้้ใส่่ในบรรจุุภััณฑ์์

7. การทดสอบคุุณภาพด้้านการใช้้ของผลิิตภััณฑ์ ์

(performance test) การทดสอบคุุณภาพผลิิตภััณฑ์ค์รีีม

บรรเทาอาการปวดเข่่าด้้วยนวัตกรรมนาโนอิิมััลชัันจาก

สารสกััดใบกััญชา โดยการทดสอบในห้องปฏิิบััติิการ 

(laboratory test) ดังัน้ี้�

7.1 การทดสอบด้้านประสาทสัมัผัสั ซึ่่�งประเมิินความ

รู้้�สึกึในการใช้้ครีีมบรรเทาอาการปวดเข่่าด้้วยนวัตกรรม

นาโนอิิมัลัชัันจากสารสกัดัใบกัญัชา พิิจารณาโดยรวมของ

การซึึมซาบเข้้าผิิวหนัง ความเหนอะหนะ ลัักษณะทาง

กายภาพ ทางเคมี ีและความคงตัวัของครีีม แล้้วบันัทึกึผล

7.2 การทดสอบคุุณสมบััติิทางกายภาพ โดยดูจาก

ลัักษณะภายนอกของครีีม เม่ื่�อเตรีียมเสร็จ็ใหม่ แล้้วนำำ�ไป

เปรีียบเทีียบกัับที่่�ทดสอบความคงตััวไว้้ 6 cycle โดย

พิิจารณาจากลัักษณะเนื้้�อครีีม สีี กลิ่่�น การไหลของครีีม 

การเกิิด creaming และการเกิิด cracking(9) แล้้วบันัทึกึ

ผล

7.3 ประเมิินคุุณสมบััติิทางเคมีี โดยทดสอบความ

เป็็นกรด-ด่่าง โดยใช้้ โดยใช้้เครื่�อง pH meter แล้้วบันัทึกึ

ผล ซึ่่�งค่่า pH ที่่�เหมาะสมสำำ�หรับใช้้กัับผิิวหนังซึ่่�งมีีค่า
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ความเป็็นกรด-ด่่างอยู่่�ในช่วงของผิิวหนังบริิเวณผิิวหน้า

และผิิวกายจะมีีค่า pH อยู่่�ระหว่าง 5.4–5.9(10)

7.4 การตรวจวิิเคราะห์์ทางจุุลชีีววิิทยา สังัเกตได้้จาก

ครีีมมีีจุุดดำำ�หรืือเส้้นใย ที่่�มีีขนาดใหญ่ขึ้้�นหรืือไม่่

7.5 การทดสอบความคงตัวัของอิิมัลัชััน(11) ดังัน้ี้�

1) การทดสอบความคงตััวของอิิมัลชัันด้วยวิิธีี  

centrifugal test โดยการทดสอบความคงตัวัด้้วยการปั่่�น

เหวี่่�ยง ที่่� 3500 rpm เป็็นเวลา 30 นาทีี ด้้วยเครื่�อง  

centrifugation จากนั้้�นสังัเกตลัักษณะที่่�เกิิดขึ้้�น ด้้วยสายตา 

ถ้้าไม่่เกิิดการแยกชั้้�น แสดงว่่าอิิมัลัชัันมีีความคงตัวั

2) การทดสอบความคงตััวของอิิมัลชัันด้วยวิิธีี  

Cooling-Heating cycle นํําอิิมัลัชัันที่่�ไม่่เกิิดการแยกชั้้�น

มา เพ่ื่�อศึกึษาผลของการเปลี่่�ยนแปลงของอุุณหภูมูิิที่่�มีผีล

ต่่อความคงตััวของอิิมััลชััน โดยเก็บ็ตััวอย่่างของอิิมััลชััน

ไว้้ที่่�อุุณหภูมูิิ 4°C เป็็น เวลา 48 ชั่่�วโมง จากนั้้�นนํําไปเก็บ็

ไว้้ที่่�อุุณหภูมูิิ 40°C ในเวลาที่่�เท่า่กันั ทำำ�การทดลองซํ้้�าจน

ครบ 6 รอบ สังัเกตลัักษณะที่่�เกิิดขึ้้�นด้วยสายตา ถ้้าไม่่เกิิด

การแยกชั้้�น แสดงว่่าอิิมัลัชัันมีีความคงตัวั

3) การทดสอบความคงตััวด้้วยวิิธีี freezing-thawing 

cycle นํําอิิมััลชัันที่่�ไม่่เกิิดการแยกชั้้�น มาทดสอบ ความ

คงตัวัต่่อเพ่ื่�อศึกึษาผลของอุุณหภูมูิิในสภาวะเร่่งที่่�มีผีลต่่อ

ความคงตััวของอิิมััลชััน โดยทำำ�การแช่่แข็ง็ตััวอย่่างของ

อิิมัลัชัันไว้้ที่่�อุุณหภูมูิิ -21°C เป็็นเวลา 48 ชั่่�วโมง จากนั้้�น 

นํําไปเก็บ็ไว้้ที่่�อุุณหภูมูิิ 25°C ในเวลาที่่�เท่่ากััน ทำำ�การ 

ทดลองซํ้้�าจนครบ 3 รอบ แล้้วทำำ�การสังัเกตลัักษณะที่่�เกิิด

ขึ้้�นด้วยสายตา ถ้้าไม่่เกิิดการแยกชั้้�นแสดงว่่า อิิมััลชัันมีี

ความคงตัวั(12)

7.6 การหาขนาดและการวัดัประจุุ Zeta Potential ของ

นาโนอิิมัลัชััน(11) นํําอิิมัลัชัันที่่�ผ่่านการทดสอบความคงตัวั

ขั้้�นสุุดท้้ายโดยวิิธีี Freezing-Thawing cycle ส่่งตรวจที่่�

ศูนูย์์นาโนเทคโนโลยีีแห่่งชาติิ ด้้วยเทคนิิค Dynamic light 

scattering (DLS) โดย Zeta Potential เป็็นค่าที่่�บอกถึงึ

ความคงตััวของตํํารัับได้้ เช่่นเดีียวกันั ประจุุที่่�ล้้อมรอบ

แต่่ละอนุุภาคในนาโนอิิมัลชัันควรมีีประจุุลบเพ่ื่�อให้้เกิิด

แรงผลัักกันัอย่่างอ่่อนๆ ระหว่างอนุุภาค เพ่ื่�อหลีีกเลี่่�ยง

การเกิิดปรากฏการณ์์ coalescence กล่่าวคืือ ตํํารัับที่่�มีี

ความคงตัวัดีีจะมีีค่า zeta potential น้้อยกว่่า -20 mV 

ถ้้าค่่า มากกว่่าน้ี้� เพิ่่�มโอกาสเกิิด coalescence

การวิิเคราะห์ข์้อ้มููล

1. ปริิมาณสารประกอบพอลีีฟีีน อลิิก จะแสดงผลเป็็น

ค่่าเฉลี่่�ย และส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน

2. การทดสอบฤทธิ์์�ต้้านการอักัเสบด้้วยวิิธีียับยั้้�งการ

หลั่่�งไนตริิกออกไซด์์ และการทดสอบความเป็็นพิิษของ

สารสกัดัจากใบกัญัชาต่่อเซลล์์ จะแสดงผลเป็็นค่าเฉลี่่�ย 

และส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน สำำ�หรับการเปรีียบเทีียบ

ความแตกต่่างของค่่าเฉลี่่�ยระหว่างกลุ่่�มทดลองที่่�ได้้รัับ 

สารสกััดที่่�ความเข้้มข้นต่างๆ กัับกลุ่่�มควบคุุม โดยใช้้ 

สถิิติิการวิิเคราะห์์ความแปรปรวนทางเดีียว (one way 

ANOVA)

3. การวิิเคราะห์์สาร THC และ CBD จะแสดงผลเป็็น

เชิิงปริิมาณ

ผลการศึึกษา
1. การทดสอบองค์์ประกอบทางพฤกษเคมีีของสาร

สกัดัใบกัญัชา โดยใช้้ปฏิิกิิริิยาทางเคมีี

การศึึกษาองค์์ประกอบทางพฤกษเคมีีของสารสกััด 

ใบกััญชาที่่�สกััดด้้วยตััวทำำ�ละลายเอทานอล 95%  

พบสารพฤกษเคมี ีในกลุ่่�มแอลคาลอยด์ ์ซาโปนิิน แทนนิิน 

เทอร์์พีีนอยด์ และคาร์์ดิิแอคไกลโคไซด์ แต่่ไม่่พบสาร 

กลุ่่�มฟลาโวนอยด์ ์ดังัตารางที่่� 1

2. การทดสอบหาปริิมาณพอลีีฟีีน อลิิก ด้้วยวิิธีี  

Folin–Ciocalteu ในสารสกัดัใบกัญัชา ที่่�สกัดัด้้วยตัว- 

ทำำ�ละลายเอทานอล ที่่�ความเข้้มข้น 1000 µg/ml มีีปริิมาณ

สารประกอบพอลีีฟีีน อลิิกเท่า่กับั 72.70±0.03 µg GAE/mg 

extracts

3. การศึกึษาผลของสารสกัดัใบกัญัชาต่่อเซลล์์เพาะ-

เล้ี้� ยง ศึึกษาความเป็็นพิิษของสารสกััดจากใบกััญชาต่่อ

เซลล์์เพาะเล้ี้�ยง HaCaT และ RAW 264.7 ด้้วยวิิธีี MTT 

assay และการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านการอักัเสบด้้วยวิิธีียับยั้้�ง

การหลั่่�งไนตริิกออกไซด์ ์ในเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง RAW 264.7



การตรวจสอบองค์ป์ระกอบทางพฤกษเคมีีและฤทธ์ิ์� ต้า้นการอักัเสบในการพัฒันาครีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

วารสารวิชิาการสาธารณสุขุ 2568 ปีีท่ี่� 34 ฉบับัท่ี่� 5 913

3.1 ผลการศึึกษาความเป็็นพิิษของสารสกัดัจากใบ

กัญัชาต่่อเซลล์์เพาะเล้ี้� ยง HaCaT ด้้วยวิิธีี MTT assay  

พบว่่า ที่่�ความเข้้มข้น 1.56-100 µg/ml มีีร้อยละการมีี

ชีีวิิตรอดของเซลล์์ (% Cell vibility) อยู่่�ที่่� 106.17-13.12 

ซึ่่�งพบว่่าร้้อยละการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ ที่่�ความเข้้มข้น

ตั้้�งแต่่ 50 µg/ml ขึ้้�นไป จะมีีความเป็็นพิิษของสารสกัดั

จากใบกัญัชา ต่่อเซลล์์เพาะเล้ี้� ยง HaCaT เม่ื่�อเทีียบกับั

กลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่ได้้รัับการทดสอบด้้วยสารสกัดัใบกัญัชา 

ที่่�สกัดัด้้วยตัวัทำำ�ละลายเอทานอล 95% มีีความแตกต่่าง

อย่่างมีีนัยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p<0.05) แสดงดังัตารางที่่� 2 

แต่่ยัังอยู่่�ในเกณฑ์์มาตรฐานการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ 

เท่า่กับั 70-80%

3.2 ผลศึกึษาความเป็็นพิิษของสารสกัดัจากใบกัญัชา

ต่่อเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง RAW 264.7 ด้้วยวิิธีี MTT assay  

พบว่่า ความเข้้มข้น 1.56-100 µg/ml มีีร้อยละการมีี

ชีีวิิตรอดของเซลล์์ (% Cell viability) อยู่่�ที่่� 96.15 – 

10.58 ซึ่่�งพบว่่าร้้อยละการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ ที่่�ความ-

เข้้มข้นตั้้�งแต่่ 50 µg/ml ขึ้้�นไป จะมีีความเป็็นพิิษของ 

สารสกัดัจากใบกัญัชา ต่่อเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง RAW 264.7 

เมื่่�อเทีียบกับักลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่ได้้รัับการทดสอบด้้วยสาร

สกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดัด้้วยตัวทำำ�ละลายเอทานอล 95% มีี

ความแตกต่่างอย่่างมีีนัยสำำ�คัญทางสถิิติิ (p<0.05) แสดง

ดังัตารางที่่� 3 แต่่ยัังอยู่่�ในเกณฑ์ม์าตรฐานการมีีชีีวิิตรอด

ของเซลล์์ เท่า่กับั 70-80%

3.3 ผลการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านการอักัเสบด้้วยวิิธีียับยั้้�ง

การหลั่่�งไนตริิกออกไซด์ ์ในเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง RAW 264.7 

ตรวจวััดปริิมาณไนตริิกออกไซด์์ที่่�เกิิดขึ้้�นในอาหารเล้ี้� ยง

เซลล์์ที่่�สร้้างขึ้้� นจากเซลล์์ RAW 264.7 ในรูปของ 

ตารางที่่� 1 การทดสอบองค์ป์ระกอบทางพฤกษเคมีีของสารสกัดัใบกัญัชาโดยใช้ป้ฏิิกิิริิยาทางเคมีี

     กลุ่่�มสาร	                        การทดสอบ/น้ำำ��ยา	                                  ผลการทดสอบ             หมายเหตุุ

แอลคาลอยด์	์น้ำ ำ��ยา Wagner’s reagent	 +++	

	น้ำ ำ��ยา Mayer’s reagent	 +++	

	น้ำ ำ��ยา Dragendroff’s reagent	 +++	

ซาโปนิิน	 Liebermann-Burchard’s method	 ++	 steroidal saponins

	 การเกิิดฟอง	 ++	

แทนนิิน	 1% gelatin	 ++	 condensed tannins

	 gelatin salt	 ++	

	 1% ferric chloride	 ++	

	 bromine water	 ++	

	 lime water	 -	

เทอร์์พีีนอยด์	์ Salkowski test	 +++	

ฟลาโวนอยด์	์ Shinoda’s method	 -	

คาร์์ดิิแอคไกลโคไซด์	์ Liebermann test	 +++	

	 Kedde reagent	 +++	

	 Keller-Kiliani test	 +++	

หมายเหตุุ: 	 Positive (+++) 	คืือ สีีเข้้มมากหรืือมีีตะกอน แสดงว่่าเกิิดปฏิิกิิริิยามาก

	 Positive (++) 	คืื อ สีีเข้้มปานกลางหรืือมีีตะกอน แสดงว่่าเกิิดปฏิิกิิริิยาปานกลาง

	 Positive (+) 	คืื อ สีีเข้้มน้อยหรืือมีีตะกอน แสดงว่่าเกิิดปฏิิกิิริิยาน้้อย

	 Negative (-) 	คืื อ ไม่่เกิิดปฏิิกิิริิยาหรืือไม่่เกิิดตะกอนกับัน้ำำ��ยาทดสอบ
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ไม่่ได้้รัับการทดสอบด้้วยสารสกััดใบกััญชาด้้วยตััวทำำ�

ละลายเอทานอล 95% แสดงดังัตารางที่่� 4

4. การวิิเคราะห์์สาร THC และ CBD โดยเทคนิิค 

HPLC ของสารสกัดัจากใบกัญัชาที่่�สกัดัด้้วยตัวัทำำ�ละลาย 

เอทานอล 95% พบสารสำำ�คััญ CBD เท่า่กับั 208.23 ± 

0.47 µg/ml และ THC เท่า่กับั 5.91 ± 0.05 µg/ml 

แสดงดังัภาพที่่� 1

ไนไตรท์ ์พบว่่า  สารสกัดัจากใบกัญัชา ความเข้้มข้น 1.56-

25 µg/ml มีีการยัับยั้้�งการหลั่่�งไนตริิกออกไซด์์ อยู่่�ที่่� 

ร้้อยละ 84.61-97.85 เมื่่�อเทีียบกับักลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่ได้้รัับ

การทดสอบด้้วยสารสกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดัด้้วยตัวัทำำ�ละลาย

เอทานอล 95% มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนัยสำำ�คัญทางสถิิติิ 

(p<0.05) และมีีร้อยละการมีีชีีวิิตรอดของเซลล์์ (% Cell 

vibility) อยู่่�ที่่� 93.62-97.22 ซึ่่�งไม่่แตกต่่างอย่่างมีีนัย-

สำำ�คัญทางสถิิติิ (p<0.05) เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมที่่� 

ตารางที่่� 2 	การรอดชีีวิิตของเซลล์เ์พาะเลี้้� ยง (% cell vibility) HaCaT ที่่�ทดสอบด้ว้ยสารสกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดัด้ว้ยตัวัทำำ�ละลาย

เอทานอล 95%

     ความเข้้มข้นของสารสกัดั	         ร้้อยละการรอดชีีวิิตของเซลล์์ (% cell vibility)	                mean±SD

                                                   ครั้้�งที่่� 1        ครั้้�งที่่� 2        ครั้้�งที่่� 3        ครั้้�งที่่� 4	

 Untreated	 96.50	 109.78	 99.95	 93.78	 100.00±6.99

	 1.56 µg/ml	 120.03	 106.04	 88.60	 110.00 	   106.17±13.10

	 3.13 µg/ml	 124.04	 89.72	 99.44	 102.53	   103.93±14.47

	 6.25 µg/ml	 124.30	 107.92	 107.82	 113.27	 113.33±7.74

	 12.50 µg/ml	 117.38	 92.48	 90.76	 101.96	   100.65±12.20

	 25.00 µg/ml	 110.09	 90.60	 99.81	 98.61	   99.78±8.00

	 50.00 µg/ml	 44.76	 30.76	 29.91	 32.83	    34.57±6.91*

	 100.00 µg/ml	 12.26	 14.07	 11.95	 14.18	    13.12±1.17*

*p<0.05

ตารางที่่� 3 	การรอดชีีวิิตของเซลล์เ์พาะเลี้้� ยง (%cell viability) RAW 264.7 ที่่�ทดสอบด้ว้ยสารสกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดัด้ว้ยตัวัทำำ�

ละลายเอทานอล 95% 

     ความเข้้มข้นของสารสกัดั	         ร้้อยละการรอดชีีวิิตของเซลล์์ (% cell vibility)	                 mean±SD

                                                   ครั้้�งที่่� 1        ครั้้�งที่่� 2        ครั้้�งที่่� 3        ครั้้�งที่่� 4	

	 Untreated	 88.99	 96.95	 106.52	 107.54	 100.00±8.76

	 1.56 µg/ml	 82.81	 90.21	 105.22	 106.35	 96.15±11.54

	 3.13 µg/ml	 82.07	 88.68	 100.53	 107.87	 94.79±11.59

	 6.25 µg/ml	 81.12	 82.07	 93.58	 105.66	 90.61±11.52

	 12.50 µg/ml	 74.50	 79.80	 82.23	 103.21	 84.93±12.60

	 25.00 µg/ml	 72.60	 79.41	 84.11	 89.19	 81.33±7.06

	 50.00 µg/ml	 12.81	 10.52	 10.90	 23.56	 14.45±6.15*

	 100.oo µg/ml	 10.45	 10.33	 10.45	 11.07	 10.58±0.34*

*p<0.05



การตรวจสอบองค์ป์ระกอบทางพฤกษเคมีีและฤทธ์ิ์� ต้า้นการอักัเสบในการพัฒันาครีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

วารสารวิชิาการสาธารณสุขุ 2568 ปีีท่ี่� 34 ฉบับัท่ี่� 5 915

ของผลิิตภััณฑ์ค์รีีมบรรเทาอาการปวดเข่่าด้้วยนวัตกรรม

นาโนอิิมัลัชัันจากสารสกัดัใบกัญัชา  จากการทดสอบด้้าน

ประสาทสัมัผััส การทดสอบคุุณสมบััติิทางกายภาพและ

เคมี ีจำำ�นวน 2 สูตูร พบว่่า สูตูรที่่� 2 ผ่่านเกณฑ์ก์ารทดสอบ

ดีีที่่�สุุด ในการทดสอบด้้านประสาทสัมัผัสั มีีเนื้้�อครีีมที่่�ทา

ทิ้้�งไว้้บริิเวณเข่่าให้้ความรู้้�สึกึแห้้งเหมืือนไม่่ได้้ทาครีีม เนื้้�อ

ครีีมไม่่มีีความเหนอะหนะ สีีของเนื้้�อครีีมสีีเขีียวอ่่อนๆ มีี

ความน่าใช้้ การทดสอบคุุณสมบััติิทางกายภาพและทาง

5. ผลพััฒนาผลิิตภััณฑ์ค์รีีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

ด้้วยนวัตกรรมนาโนอิิมััลชัันจากสารสกัดัใบกัญัชา

5.1 การสกัดัใบกัญัชา สารสกัดัที่่�ได้้จากการสกัดัด้้วย

ตััวทำำ�ละลายเอทานอล 95% จะมีีลักษณะเป็็นของเหลว 

มีีสีีเขีียวเข้้ม เหนีียว มีีความหนืืด มีีกลิ่่�นเฉพาะของใบ

กัญัชา และพบว่่าร้้อยละของผลผลิิต (% yield) เท่า่กับั 

9.30

5.2 ผลการทดสอบคุุณสมบััติิทางกายภาพและเคมีี

ตารางที่่� 4 	ฤทธ์ิ์�ต้า้นการอักัเสบด้ว้ยวิิธียับัยั้้�งการหลั่่ �งไนตริิกออกไซด์ ์และความเป็็นพิิษต่่อเซลล์ใ์นเซลล์เ์พาะเลี้้� ยง RAW 264.7 

ที่่�ทดสอบด้ว้ยสารสกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดัด้ว้ยตัวัทำำ�ละลายเอทานอล 95%

   ความเข้้มข้นของสารสกัดั  	   ฤทธิ์์�การยัับยั้้�งการสร้้าง nitric oxide (µg/ml)	            mean±SD      % cell viability

                                              ครั้้�งที่่� 1       ครั้้�งที่่� 2        ครั้้�งที่่� 3        ครั้้�งที่่� 4	                     (mean±SD)

       Untreated		  17.64	 19.08	 22.41 	 -	   19.71±2.45

   Lipopolysaccharide	 91.95	 100.34	 104.64	 103.07	 100.00±5.65	 100.00±10.34

	 1.56 µg/ml	 87.18	 95.32	 98.33	 110.56	    97.85±9.70*	   93.62±10.10

	 3.13 µg/ml	 96.54	 95.46	 98.44	 103.68	    98.53±3.64*	 93.60±7.40

	 6.25 µg/ml	 91.88	 95.46	 98.48	 100.95	    96.69±3.92*	 95.23±6.56

	 12.50 µg/ml	 93.67	 93.35	 95.71	 97.83	    95.14±2.08*	 98.28±6.77

	 25.00 µg/ml	 85.71	 82.70	 82.09	 87.93	    84.61±2.72*	 97.22±6.46

*p<0.05
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ภาพที่่� 1 โครมาโทแกรมของสาร THC และ CBD ของสารสกัดัจากใบกัญัชาที่่�สกัดัด้ว้ยตัวัทำำ�ละลาย 95% เอทานอล
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เคมี ีมีีลักษณะเนื้้�อครีีมเนีียนละเอีียดดีีมาก สีีของเนื้้�อครีีม

สีีเขีียวอ่่อนๆ มีีความน่าใช้้ มีกีลิ่่�นเฉพาะของใบกัญัชา การ

ไหลของครีีมไหลได้้ดีี ไม่่มีีการเกิิด Creaming ไม่่มีีการ

เกิิด Cracking ทดสอบความเป็็นกรด-ด่่างโดยใช้้ เครื่�อง 

pH meter พบว่่า ผลิิตภััณฑ์ค์รีีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

ด้้วยนวัตกรรมนาโนอิิมัลัชัันจากสารสกัดัใบกัญัชามีีค่า pH 

เท่่ากับั 5.6 เป็็นค่าที่่�เหมาะสม การตรวจวิิเคราะห์์ทาง 

จุุลชีีววิิทยา เม่ื่�อทดสอบความคงตัวัไว้้ 6 cycle พบว่่า ไม่่มีี

การเจริิญของจุุลิินทรีีย์์และเชื้้�อรา การทดสอบความคงตััว

ของอิิมััลชัันด้วยวิิธีี Centrifugal test พบว่่า ไม่่เกิิดการ

แยกชั้้�นน้ำำ��และน้ำำ��มัันอย่่างชััดเจน แสดงว่่า อิิมััลชัันมี ี

ความคงตััว การทดสอบความคงตััวของอิิมัลชัันด้วยวิิธีี 

Cooling-Heating cycle พบว่่า การไหลของครีีมไหลได้้

ดีี ไม่่มีีการเกิิด Creaming และ Cracking การทดสอบ

ความคงตัวัด้้วยวิิธีี Freezing-Thawing cycle พบว่่า การ

ไหลของครีีมไหลได้้ดีี ไม่่มีีการเกิิด Creaming และ 

Cracking ดังันั้้�น การเปลี่่�ยนแปลงของอุุณหภูมูิิในสภาวะ

เร่่งจึึงไม่่มีผีลต่่อความคงตัวัของอิิมัลัชััน และการหาขนาด

และการวััดประจุุ Zeta Potential ของนาโนอิิมัลัชััน ผลการ

ทดสอบวััดขนาดและการวััดประจุุ Zeta Potential พบว่่า 

มีีค่าเท่า่กับั 234.52±4.65 nm ค่่า polydispersity index 

(PDI) คืือ ค่่าการกระจายตัวัของพอลิิเมอร์์ มีีค่าเท่า่กับั 

0.44±0.02 และค่่า zeta potential มีีค่าเท่่ากัับ 

-29.60±0.59 mV ดัังนั้้�นสูตูรที่่� 2 มีีความเสถีียรของ 

สารแขวนลอยที่่�ดีี จึึงเป็็นตำำ�รับที่่�มีีความคงตัวัดีี

วิิจารณ์์
การทดสอบองค์์ประกอบทางพฤกษเคมีีของสารสกัดั

ใบกััญชาที่่�สกััดด้้วยตััวทำำ�ละลายเอทานอล 95% จะ

ประเมิินจากการเปลี่่�ยนสีี การเกิิดฟอง รวมทั้้�งการเกิิด

ตะกอน ของสารสกัดัเมื่่�อทำำ�ปฏิิกิิริิยากับัน้ำำ��ยาทดสอบ จาก

การศึึกษาพบว่่าสารสกััดใบกััญชาแสดงผลบวกของ 

องค์์ประกอบทางพฤกษเคมีี พบสารสำำ�คััญในกลุ่่�ม  

แอลคาลอยด์ ซาโปนิิน แทนนิิน เทอร์์พีีนอยด์์ และ 

คาร์์ดิิแอคไกลโคไซด์ ์แต่่ไม่่พบสารกลุ่่�มฟลาโวนอยด์ ์ใน

การศึกึษาครั้้�งน้ี้�สอดคล้องกับัผลการศึกึษาของสุุมิิตา และ 

มููฮํําหมััด(13) ที่่�รายงานว่าในสารสกััดหยาบกััญชาพบ 

สารพฤกษเคมี ีเทอร์์พีีนอยด์ ์แทนนิิน และ แอลคาลอยด์ ์

ซึ่่� งสารกลุ่่�มแอลคาลอยด์ พบฤทธิ์์�ทางเภสััชวิิทยาที่่�

สามารถนำำ�มาใช้้เป็็นยารัักษาระงัับอาการปวดได้้ และสาร

กลุ่่�มเทอร์์พีีนอยด์ ์ช่่วยในเร่ื่�องการผ่่อนคลายและบรรเทา

ความเครีียด กลุ่่�มสารซาโปนิิน เป็็นสารต้้านจุุลิินทรีีย์์  

สารต้้านอนุุมูลอิิสระ

การทดสอบหาปริิมาณพอลีีฟีีน อลิิก ด้้วยวิิธีี Folin–

Ciocalteu พบว่่า สารสกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดัด้้วยตัวทำำ�ละลาย

เอทานอล ที่่�ความเข้้มข้นเริ่่�มต้นอยู่่�ในช่วง 1000 µg/ml 

มีีปริิมาณสารประกอบพอลีีฟีีน อลิิก ในการทดสอบ

ปริิมาณสารประกอบพอลีีฟีีน อลิิกครั้้�งน้ี้�  พบว่่าสอดคล้อง

กัับผลการศึึกษา ที่่�รายงานว่าสารสกััดใบกััญชา มีีสาร

สำำ�คััญในกลุ่่�มพอลีีฟีีน อลิิก(14) และการที่่�สารสกััดมีี

ปริิมาณสารประกอบพอลีีฟีีน อลิิก จะแสดงความสามารถ

ในการเป็็นสารต้้านอนุุมูลอิิสระหรืือการต้้านออกซิิ- 

เดชั่่�น(15) เมื่่�อร่่างกายมีอีนุุมูลอิิสระมากจนเกิินความสามารถ

ของกลไกการต้้านอนุุมูลอิิสระภายในเซลล์์ โมเลกุุลอนุุมูล-

อิิสระอาจทำำ�ให้้เกิิดการเปลี่่�ยนแปลงโครงสร้้างดีีเอ็น็เอ 

เปลี่่�ยนสภาพของโปรตีีนและไขมันบริิเวณเย่ื่�อหุ้้�มเซลล์์  

ส่่งผลให้้เกิิดโรคที่่�สำำ�คััญหลายชนิิด ได้้แก่่ โรคชรา โรค- 

เข่่าเสื่่�อม เป็็นต้น(16) ในการศึึกษาครั้้�งน้ี้� เป็็นไปได้้ว่่า  

สารสกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดัด้้วยตัวัทำำ�ละลายเอทานอล 95% 

อาจมีีศักัยภาพช่่วยในการบรรเทาอาการปวดเข่่า

การศึกึษาผลของสารสกัดัใบกัญัชาต่่อเซลล์์เพาะเล้ี้�ยง 

ผลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของสารสกััดใบ

กัญัชาที่่�สกัดัด้้วยตััวทำำ�ละลายเอทานอล 95% ต่่อเซลล์์

เพาะเล้ี้�ยง HaCaT ด้้วยวิิธีี MTT assay ที่่�ช่่วงความเข้้มข้น 

1.56-100 µg/ml เซลล์์มีกีารเหนี่่�ยวนำำ�ด้วย LPS เป็็น

เวลา 24 ชั่่�วโมง โดยแสดงเป็็นค่าร้้อยละของการมี ี

ชีีวิิตรอด และเปรีียบเทีียบกับักลุ่่�มควบคุุมเชิิงลบซึ่่�งเป็็น 

กลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่ได้้รัับการทดสอบด้้วยสารสกัดัใบกัญัชา

ที่่�สกััดด้้วยตััวทำำ�ละลาย 95% เอทานอลจากการศึึกษา  

พบว่่า การรอดชีีวิิตของเซลล์์เม่ื่�อทดสอบด้้วยสารสกัดัการ



การตรวจสอบองค์ป์ระกอบทางพฤกษเคมีีและฤทธ์ิ์� ต้า้นการอักัเสบในการพัฒันาครีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

วารสารวิชิาการสาธารณสุขุ 2568 ปีีท่ี่� 34 ฉบับัท่ี่� 5 917

สารสำำ�คััญ CBD และ THC ในสารสกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดั

ด้้วยตัวัทำำ�ละลายเอทานอล 95% ที่่�มีีฤทธิ์์�ทางเภสัชัวิิทยา 

การศึึกษาครั้้� งน้ี้� สอดคล้องกัับผลการศึึกษาของศิิวกร  

ธีีระวััชโรชััย และคณะ(19) ที่่�รายงานว่าการวิิเคราะห์์ปริิมาณ

สารสำำ�คัญั cannabidiol และ tetrahydro cannabinoid โดย 

เทคนิิคโครมาโตกราฟีีข องเหลวสมรรถนะสูงู พบว่่า สาร

สกัดักัญัชาส่่วนใบมีีปริิมาณ cannabidiol และ tetrahydro 

cannabinoid เท่า่กับั 2.45 µg และ 9.83 mg ต่่อสาร-

สกัดัหยาบ 100 g และสอดคล้องกับัผลการศึึกษาของ 

ผกาทิิพย์์ ร่ื่�นระเริิงศัักดิ์์�(20) ที่่�รายงานว่าต้้นกัญัชามีีส่วน

ประกอบของสารเคมีีมากกว่่า 450 ชนิิด โดยมากกว่่า 60 

ชนิิดเป็็นสารกลุ่่�มแคนนาบิินอยด์์ (cannabinoids) มี ี

องค์์ประกอบหลักคืือ THC และสารชนิิดอื่่�นในกลุ่่�ม

เดีียวกันั เช่่น Cannabinol (CBN), cannabidiol (CBD),  

cannabichtomme (CBC), cannabigerol (CBG) ซึ่่�งสาร

ในกลุ่่�มแคนนาบิินอยด์ส่่วนใหญ่โดยเฉพาะ THC สามารถ

ใช้้ลดอาการปวดแบบฉัับพลััน แบบเรื้้� อรััง (acute และ 

chronic pain) CBD สามารถช่่วยลดอาการปวดข้้อ  

(rheumatoid arthritis) และยัังพบว่่า THC และ CBD 

สามารถช่่วยลดอาการหดเกร็็งของกล้้ามเนื้้� อและช่่วย

บรรเทาอาการปวดดังักล่่าว ในการศึกึษาครั้้�งน้ี้� เป็็นไปได้้

ว่่า สารสกััดใบกััญชาที่่�สกััดด้้วยตััวทำำ�ละลายเอทานอล 

95% อาจมีีศักัยภาพช่่วยในการบรรเทาอาการปวดเข่่า

5. การพััฒนาและทดสอบคุุณสมบัตัิิทางกายภาพ เคมีี 

ของครีีมบรรเทาอาการปวดเข่่าด้้วยนวัตกรรมนาโน

อิิมัลัชัันจากสารสกัดัใบกัญัชา โดยคุุณสมบัตัิิทางกายภาพ

และทางเคมีี ของผลิิตภััณฑ์ค์รีีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

ด้้วยนวัตกรรมนาโนอิิมััลชัันจากสารสกัดัใบกัญัชา สูตูรที่่� 

2 มีีลักษณะของเนื้้�อครีีมเนีียนละเอีียดดีีมาก เมื่่�อทาทิ้้�งไว้้

บริิเวณเข่่าให้้ความรู้้�สึกึแห้้งเหมืือนไม่่ได้้ทาครีีม เนื้้�อครีีม

ไม่่มีีความเหนอะหนะ สีีของเนื้้�อครีีมสีีเขีียวอ่่อนๆ มีีความ

น่่าใช้้ การไหลของครีีมไหลได้้ดีี ไม่่มีกีารเกิิด Creaming 

และ Cracking มีีค่า pH เท่า่กับั 5.6 เป็็นค่า pH ที่่�เหมาะ

สมสำำ�หรับใช้้กับัผิิวหนัง เพราะมีีค่าความเป็็นกรด-ด่่าง

อยู่่�ในช่วงของผิิวหนังบริิเวณผิิวหน้าและผิิวกายจะมีีค่า pH 

รอดชีีวิิตมากที่่�สุุดอยู่่�ในเกณฑ์ ์ร้้อยละ 70-80 ตั้้�งแต่่ช่่วง

ความเข้้มข้น 1.56-25 µg/ml ในการศึกึษาก่่อนหน้าน้ี้�

ได้้กล่่าวว่่า เกณฑ์์มาตรฐานการรอดชีีวิิตเซลล์์ เท่่ากัับ 

ร้้อยละ 70-80(17) ผลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์-

เพาะเล้ี้�ยง RAW 264.7 ด้้วยวิิธีี MTT assay ที่่�ช่่วงความ

เข้้มข้น 1.56-100 µg/ml เซลล์์มีกีารเหนี่่�ยวนำำ�ด้วย LPS 

เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง โดยแสดงเป็็นค่าร้้อยละของการมีี

ชีีวิิตรอด และเปรีียบเทีียบกับักลุ่่�มควบคุุมเชิิงลบซึ่่�งเป็็น 

กลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่ได้้รัับการทดสอบด้้วยสารสกัดัใบกัญัชา

ที่่�สกัดัด้้วยตัวัทำำ�ละลายเอทานอล 95% จากการศึกึษา พบว่่า 

การรอดชีีวิิตของเซลล์์เมื่่�อทดสอบด้้วยสารสกัดัการรอด

ชีีวิิตมากที่่�สุุดอยู่่�ในเกณฑ์์ ร้้อยละ 70-80 ตั้้�งแต่่ช่่วง 

ความเข้้มข้น 1.56-25 µg/ml ในการศึกึษาก่่อนหน้าน้ี้�

ได้้กล่่าวว่่า เกณฑ์์มาตรฐานการรอดชีีวิิตเซลล์์เท่่ากัับ 

ร้้อยละ 70-80(17) การตรวจวััดปริิมาณไนตริิกออกไซด์ที่่�

เกิิดขึ้้� นในอาหารเล้ี้� ยงเซลล์์ที่่�สร้้างขึ้้� นจากเซลล์์ RAW 

264.7 ในรูปูของไนไตรท์ ์พบว่่า สารสกัดัจากใบกัญัชา 

ที่่�สกััดด้้วยตััวทำำ�ละลายเอทานอล 95% ความเข้้มข้น 

1.56-25 µg/ml มีกีารยัับยั้้�งการหลั่่�งไนตริิกออกไซด์ ์อยู่่�ที่่�

ร้้อยละ 84.61- 97.85 เม่ื่�อเทีียบกับักลุ่่�มควบคุุมที่่�ไม่่ได้้

รัับการทดสอบด้้วยสารสกััดใบกััญชาที่่�สกััดด้้วยตััวทำำ�-

ละลายเอทานอล 95% เม่ื่�อพิิจารณาทางด้้านการใช้้ 

สารสกัดัในปริิมาณน้้อย (ความเข้้มข้นต่ำำ��ๆ) จะพบใน 

สารสกัดัที่่�ความเข้้มข้น 1.56 µg/ml และมีีฤทธิ์์�การยัับยั้้�ง

การสร้้างไนตริิกออกไซด์ด์ีี ร้้อยละ 97.85±9.70 และมีี

การรอดชีีวิิตของเซลล์์อยู่่�ในเกณฑ์ม์าตรฐาน(17) เท่่ากับั 

ร้้อยละ 93.62 ซึ่่�งสามารถนำำ�สารสกัดัความเข้้มข้นดังักล่่าว

เป็็นส่วนผสมในการพััฒนาครีีมบรรเทาอาการปวดเข่่า

ด้้วยนวััตกรรมนาโนอิิมััลชัันจากสารสกััดใบกััญชาได้้ 

โดยที่่�ไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์และเป็็นไปได้้ว่่าสารสกัดั-

หยาบประกอบด้้วยสารสำำ�คัญัหลายตัวที่่�ช่่วยเสริิมฤทธิ์์�ทาง

ชีีวภาพเม่ื่�ออยู่่�รวมตััวกัันในการยัับยั้้�งการสร้้างไนตริิก-

ออกไซด์์(18)

การวิิเคราะห์์สารสำำ�คัญของสารสกัดัใบกัญัชาที่่�สกัดั

ด้้วยตัวัทำำ�ละลายเอทานอล 95% โดยเทคนิิค HPLC พบ
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Abstract:		  This study investigated the phytochemical components, anti-inflammatory activity, and development 

of a knee pain relief cream using nanoemulsion technology from cannabis leaf extract of the Charlotte’s 

Angel strain, extracted with ethanol. The phytochemical analysis revealed that the cannabis leaf extract 

contains active ingredients such as alkaloids, saponins, tannins, terpenoids, and cardiac glycosides. The 

extract had a polyphenolic compound content of 72.70±0.03 µg GAE/mg extract. The tetrahydro- 

cannabinol (THC) and cannabidiol (CBD) analysis using high performance liquid chromatography 

(HPLC) presented that the CBD content was 208.2 ±0.47 µg/ml, and THC was 5.91±0.05 µg/

ml. The toxicity exploration of the cannabis leaf extract on human keratinocyte (HaCaT) and mouse  

macrophage (RAW 264.7) cells using the MTT assay showed that at concentrations of 1.56-100 µg/ml,  

the percentage of cell viability was 106.17-13.12 for HaCaT and 96.15-10.58 for RAW 264.7.  

Extract concentrations above 50 µg/ml exhibited cytoxicity to the cells. For the anti-inflammatory activity,  

inhibition of nitric oxide release from LPS-stimulated RAW 264.7 cells at concentrations of 1.56 - 25 µg/ml  

showed inhibition rates of 84.61 – 97.85%. The development of the knee pain relief cream using 

nanoemulsion technology from cannabis leaf extract resulted in a semi-solid cream product containing 

suspended small particles. Temperature changes under accelerated conditions (6 cycles) did not affect 

the emulsion’s stability. Microbiological analysis displayed no growth of microorganisms and fungi. Size 

and zeta potential measurements using dynamic light scattering (DLS) indicated that the best formula had 

a hydrodynamic diameter of 234.52±4.65 nm, a polydispersity index (PDI) of 0.44±0.02, and a zeta 

potential of -29.60±0.59 mV, representing good suspension stability. The results of this study provide 

a guideline for developing a knee pain relief cream using nanoemulsion technology from cannabis leaf 

extract. This product has the potential for further clinical development in the treatment of osteoarthritis in 

the elderly, which could significantly improve their physical quality of life in the future.
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